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Abstrakt

Reprodukéni management v koniské chovatelské praxi se stdle vice opird o in vitro fertilizaci
(IVF) koriskych oocytll. Tato technologie je komplexni proces zahrnujici zisk nezralych
oocytd, jejich in vitro maturaci a in vitro oplozeni hfeb¢im spermatem. Po nasledné in vitro
kultivaci je ¢asné embryo pieneseno do synchronizované prijemkyné. Uspé$nost koriského
IVF je vsak ovlivnéna mnoha faktory, napfiklad kvalitou oocytu, kapacitaci spermii nebo i
zakladnimi technickymi aspekty samotného procesu, ktery je znacné odliSny od jinych
sav€ich modell. Cilem této bakalarské prace je zhodnoceni soucasnych poznatkl o IVF
konskych oocytll, identifikace klicovych faktor( ovliviiujicich Uspésnost celého procesu a
popis soucasnych postupl pfi pripravé gamet pro IVF. Inkorporaci nejnovéjsich pristupl
v IVF technologii u koni, a jejich naslednou optimalizaci, bude dosaZeno vyssi Uspésnosti
celého procesu. Klicovymi aspekty pro zdokonaleni koriského IVF je odbér gamet a naslednd
manipulace s nimi, in vitro maturace oocytl, in vitro kapacitace spermii a nasledny

embryonadlni vyvoj.
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Abstract

Reproductive management in horse breeding increasingly relies on in vitro fertilization (IVF)
techniques. This technology entails a complex process, including the acquisition of
immature oocytes, their in vitro maturation, fertilization with sperm, and subsequent
cultivation of the early embryo before transfer into a synchronized recipient. However, the
success of equine IVF is influenced by various factors such as oocyte quality, sperm
capacitation, and technical issues unique to this process, compared to other mammalian
models. This bachelor's thesis aims to summarize and evaluate current knowledge on IVF of
horse eggs, identify key factors influencing success, and describe current procedures for
gamete preparation. By incorporating the latest IVF approaches and optimizing them, a
higher success rate can be achieved. Key aspects for improving equine IVF include gamete
collection and handling, in vitro oocyte maturation, sperm capacitation, and subsequent

embryonic development.
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Uvod

20. stoleti prineslo obrovsky rozvoj biotechnologii. Mezi né se fadi také metodiky
umélého oplodnéni. Patfi mezi né kontrolovana ovaridlni stimulace, izolace a kultivace
oocytl v laboratofi, in vitro fertilizace (IVF) nebo intracytoplazmaticka injekce spermii (1CSl),
in vitro produkce (IVP) preimplantacnich embryi a pomalé mraZzeni nebo vitrifikace. IVP
embryi savcl byla hojné popsana jiz v pribéhu 20. stoleti, komeréni rozmach téchto technik
u koni vSak pfichazi az se zacatkem 21. stoleti. Zatimco u lidi se IVF stala Uspésnou lécbou
neplodnosti, chovatelé hospodarskych zvifat v této metodé shledavaji predevsim neskytané

moznosti ve Slechténi a rozvoji genetického fondu svého stada.

IVF a kryoprezervace gamet totiz umoZniuji vyménu genetického materidlu mezi
chovateli po celém svété za relativné kratkou dobu bez rizik spojenych s dopravou zvirat, Ci
Sifeni nemoci. Dale poskytuji majitelim zvifat uchovani a vyuZiti genetického materialu i po
uhynuti jedince, obzvlasté pokud ma uhynuly jedinec vzacny plivod a chovatel potfebuje
udrzet jeho genotypové i fenotypové znaky ve svém stadé. IVF technologie nabizi spojeni
vybraného genetického materidlu v mezinarodnim kontextu bez nutnosti financné a
technicky ndro¢ného fyzického kontaktu. V neposledni fadé také umoznuje reprodukci

jedinc mnoho let po jejich smrti.

IVF byla nékolikrat popsana i u koni, avSak stale nardzi na problematickou kapacitaci
spermii in vitro, neschopnost spermii penetrovat zonu pellucidu (ZP) a na nizkou Uspésnost in
vitro kultivace oplozeného oocytu do stadia blastocysty. Nejednoznacné a nekonzistentni
vysledky vyzkumu téchto prekazek doposud neumoznily vyuziti klasického IVF v Sirsi klinické

praxi u koni.

Tato prace ma za cil zmapovat soucasnou situaci na poli IVF u koni, kterd by nahradila
dosavadni komeréné vyuzivanou metodu ICSI a stala by se tak levnéjsi variantou IVP konskych
embryi. Ddle ma prdce nastinit sméry, kterym by se vyzkum IVF u koni mohl ubirat, aby bylo

dosaZeno presvédcivych a konzistentnéjsich vysledkd, jako tomu je napfiklad u skotu.



1 Historie in vitro produkce konskych embryi

1.1 Historie intracytoplazmatické injekce spermie (ICSI)

ICSI je jednou z metod IVP embryi. Pti této metodé dochazi ke vpichu pouze jedné
imobilizované spermie do zralého oocytu, ¢imZ se obejde kapacitace spermii a pfirozena
fertilizace. Nasledna kultivace presumptivnich zygot vede az v 39 % k tvorbé blastocyst (Choi
et al., 2016), které mohou byt uréeny k transferu a naslednému nahradnimu matefstvi, coz je

u koni, vyuzivanych zejména ve sportu, béZnou praxi.

V roce 1996 byla publikovana prvni pokrocila brezost (75. den po ovulaci) po pfenosu
embrya ziskaného pomoci techniky ICSI (Squires et al.,, 1996). Vysledky vsak byly
nekonzistentni, Uspésnost zdafilé kultivace embrya do stadia blastocysty byla velmi mala z
dlvodu velkého poskozeni oocytl béhem vpichu kapilary se spermii, a tudiz se tato technika
nedala vyuzit efektivné v klinické praxi. Komerénimu vyuzZiti se této technice dostalo az
zacatkem 21. stoleti s pouZitim piezoelektrického drillu (Choi et al., 2002). Skupina kolem Dr.
Choie se inspirovala Kimurou a Yanagimachim, ktefi provedli ICSI na mySich oocytech s
pouzitim Piezo drillu s vysledkem 80 % oplodnénych oocytll po injekovani spermie s
naslednou 70% uUspésnosti vyvoje embryi do stadia blastocysty (Kimura a Yanagimachi, 1995).
U koniskych oocytll byla dosazena 74% uspésnost in vitro kultivace embrya 8-16ti bunééného
stadia (Choi et al., 2002). Od té doby doslo pouze k mirnym Upravam kultivacnich médii a

dnes je ICSI prevaznou, komeréné vyuzivanou, technikou IVP konskych embryi.

1.2 Historie in vitro fertilizace (IVF)

S ohledem na uspésnost IVF u skotu a u lidi se pokusy na koriskych gametdch zacaly
provadét mnohem dfive nez ICSI (Palmer et al., 1991; Bézard, 1992). Avsak pouze nékolik

malo hfibat bylo doposud narozeno po IVF.

Prvni Uspésna aplikace IVF, ktera vedla k narozeni Zivého htibéte, byla publikovédna v
roce 1991. Z 8 zygot po IVF nasledné prenesenych do vejcovodl nahradnich matek vzesla

jedna brezost, kterd vedla k porodu Zivého a zdravého htibéte dne 14. 6. 1990 (Palmer et al.,



1991). Dalsi publikace referujici narozené htibé po IVF je z roku 1992 (Bézard, 1992). V obou
téchto publikacich byl pouZit pro in vitro kapacitaci spermii kalciovy ionofor A23187 a zygoty
po IVF byly chirurgicky pfeneseny do vejcovodu nahradnich matek, kde byly dale kultivovany
v in vivo podminkdch, nez doslo ke gravidité. Poté, s rozmachem ICSI, nastala dlouhd odmlka

v produkci hfibat po IVF, kdy se vétSina pozornosti upnula na komercni provedeni ICSI.

Pralom prisel az v roce 2022, kdy byl publikovan prvni funkéni protokol pro efektivni a
reproducibilni IVF u koni. Po pre-inkubaci spermii 22 hodin v kapacita¢nim médiu s 0,46 mM
penicilaminu, 0,23 mM hypotaurinu a 0,046 mM epinefrinu (PHE roztok) a ndsledné
3hodinové ko-inkubaci s kumulus-oocyt komplexem (angl. cumulus-oocyte complex, COC)
doslo az v 90 % k oplodnéni oocytl, z nichz 74 % dosahlo staddia blastocysty (Felix et al.,
2022). Ze trech blastocyst nahodné vybranych z jednotlivych experimentd v rdmci studie
prenesenych do déloh 3 nadhradnich matek byly indikovany 3 bfezosti a ndsledné narozena 3
zdrava htibata. Po provedeni genetickych testl bylo potvrzeno, Ze skutec¢né doslo ke splynuti

gamet jedincl vybranych pro tuto studii (Felix et al., 2022).

2 In vitro fertilizace koni

2.1 Priprava spermii pro in vitro fertilizaci

2.1.1 Zisk a uchovani hiebciho spermatu

Pro Uspésnost IVF je, mimo jiné, zapotfebi pracovat s kvalitné odebranym,
zprocesovanym a spravné uchovanym hrebcim spermatem. V této kapitole se ve strucnosti

zminim o soucasnych technikach odbéru, procesovani a mrazeni spermatu.

Odbér semene se béiné provadi na fantomu s pomoci umélé vaginy v hygienické
odbérové mistnosti (Obrazek 1). Pfitomnost klisny v tiji u odbéru urychli erekci hiebce, na
rychlost ejakulace a celkovy odbérovy ¢as to vSak nema vliv (Noue et al., 2001). Hfebec si po
kratkém tréninku zcela zvykne na fantom s umélou vaginou, takze pfitomnost klisny véetné
asistence ¢lovéka neni nutna. Pro lepsi vysledky odbéru by méla byt uméla vagina nastavena

na penis odebiraného hirebce tak, aby vyvijela spravny tlak vedouci k lepsi sexudlni stimulaci



hiebce. Dale by méla byt naplnéna teplou vodou, aby vnitfni prostifedi umélé vaginy mélo
teplotu 43°C, ne vsak vyssi nez 50°C, coz by zpUsobilo nenavratné poskozeni spermii (Hillman

et al., 1980; Love, 1992).

Obrazek 1. Technici provadéjici odbér hifebéiho semene. Hrebec skoci na fantom, ktery

simuluje klisnu, na jeho penis je nasazena uméla vagina, ktera je z obou stran oteviena a po
ejakulaci je semeno zachyceno do sterilni nddoby pfekryté gazou pro filtraci gelovité slozky

ejakulatu. Pfevzato z archivu firmy ERC s.r.o.

Ejakulat musi byt ndsledné zprocesovan. Je nutné jej nejprve oddélit od gelovité
slozky, nejlépe jiz pfi ejakulaci s pouZitim filtru v umélé vaginé (Jasko, 1992). Prefiltrovany
ejakulat se naredi 1:1, respektive 2:1 pfi vétSi koncentraci spermii neZz je obvyklé,
extenderem obsahujicim kasein a glukdzu pro vyZivu spermii, lipoproteiny pro ochranu
spermii pred teplotnim Sokem a antibiotika pro prevenci kontaminace mikroorganismy
(Brinsko et al., 2011). Takto naredény ejakulat se stale velkym mnozstvim semindlni plazmy je

zkoncentrovan pomoci centrifugace. Nejmensi poskozeni spermii s jejich nejvétsi vytéinosti



je uvadéno pfi hodnoté 600 g po dobu 10 minut (Dell’aqua et al., 2001). Alternativni
metodou koncentrace spermii, ktera se vyhyba centrifugaci, a tim i mechanickému poskozeni
spermii, je filtrace ejakuldtu ptes syntetickou hydrofilni membranu, kterd zachyti spermie, ale
zaroven propusti seminalni plazmu. Pro tuto metodu musi byt odebrané sperma zfedéno 2:1
(v/v) odstfedénym mlékem, ¢i kaseinovym extenderem. Spermie jsou poté odmyty z filtru
predpfipravenym objemem mraziciho extenderu. (Alvarenga et al., 2016). Ziskany sediment

musi byt ihned odebran a pro kryoprezervaci spermii rozpustén v mrazicim extenderu.

Po odstranéni seminalni plazmy, zkoncentrovani spermii a pfidani mraziciho
extenderu je semeno naplnéno do plastovych 0,5ml pejet ¢i 5ml tub ru¢né nasavaci
metodou, nebo pomoci pfistroje na plnéni pejet (naptiklad plnicka MRS1 Dual v2 od
spole¢nosti IVM Technologies). Pejety jsou poté utésnény pomoci jednou z dostupnych
metod, napfiklad s pouzitim kovovych ¢&i sklenénych kulicek, nejcastéji vSak pomoci

ultrazvukové metody, ktera svafi plast k sobé (Alvarenga et al., 2016).

Poslednim krokem je zamraZeni pfipravenych pejet. Nejdéle vyuzivanou metodou je
pomala kryoprezervace, pfi které se nejprve pejeta se spermatem ochladi z pokojové teploty
na teplotu 5°C v pribéhu 20 minut az 1 hodiny v zavislosti na pouzZitém kryoprotektantu.
Poté se pejeta umisti do stojanu 4 cm nad hladinu kapalného dusiku na 15 min, a po uplynuti
této doby se pejeta ponofti pfimo do kapalného dusiku, ve kterém je nasledné uskladnéna
(Macedo et al., 2018). Nejmodernéjsi technikou kryoprezervace je vitrifikace, kdy dojde
k rychlému snizeni teploty na -196°C béhem nékolika sekund. Suspenze spermii ve
vitrifikacnim médiu se po 30ul kapkach nakape pfimo do kapalného dusiku z 10 cm nad jeho
hladinou. Po doteku s kapalnym dusikem se ihned zformuiji kuli¢ky, které pluji na povrchu. Po
cca 24 sekundach, ve kterych probéhne solidifikace, kulicky klesnou na dno, odkud jsou
pomoci pednu preneseny a zabaleny do 1,8ml kryotub, které zlistanou uloZeny v tekutém

dusiku (Hidalgo et al., 2018).

2.1.2 Kapacitace spermii

Kapacitace spermii in vitro je jednim ze zasadnich prekazek pro konvenéni pouziti IVF

u koni. Spermie neprojde v maturacnich médiich aktivaci, diky které by byla schopna



akrozomdlni reakce a nasledné penetrovat zonu pellucidu. Ze je na viné nedostate¢nd
kapacitace spermii a ne komplikace pfi in vitro maturaci (IVM) oocytd bylo nezavisle
potvrzeno. Hinrichs et al. (2002) implementovali in vitro maturované oocyty do vejcovodu,
provedli inseminaci klisny a potvrdili, Ze tyto IVM oocyty mohou byt oplozeny in vivo. Naopak
in vivo maturované oocyty v Mll fazi ziskané z preovulacnich folikuld nebyly schopné IVF po
koinkubaci se spermiemi (Palmer et al., 1991). Pro Uspésnou a spolehlivou kapacitaci in vitro

je tfeba pochopit mechanismy kapacitace, ke kterym dochazi in vivo ve vejcovodech klisen.
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Obrazek 2. A) Pouze kapacitovana spermie je schopna projit akrosomalni reakci a nasledné
oplodnit oocyt. B) Ve vejcovodu samice dojde k otevieni iontovych kanall, které zvysi
intracelularni koncentraci HCOs3 a stim spojend zména pH spusti signalizacni kaskadu
vedouci ke kapacitaci spermie. cAMP — cyklické AMP, CFTR - transmembranovy regulator

vodivosti cystické fibrézy, PKA — proteinkindza A, sAC — solubilni adenylyl cyklaza. Prevzato od

Florman et al., 2007.



Spermie schopna penetrace zony pellucidy vykazuje vicero znakl Uspésné kapacitace

a aktivace, predevsim fosforylaci tyrosinli v nékterych proteinech spermie, hyperaktivaci

motility nebo zvySenou fluiditu plazmatické membrany (Obrazek 2).

Ke zvySeni fluidity

membrany in vitro dojde po odstranéni seminalni plazmy pomoci centrifugace v hustotnim

gradientu, ¢imzZ se zvysi intracelularni koncentrace HCO3 iontl a s tim i pH v cytosolu spermie

(Obrazek 2). To aktivuje systém sekundarnich posli véetné solubilni adenylyl cyklazy (sAC) a

zvyéeni intraceluldrni koncentrace Ca** iontd (Rathi et al., 2003). Aktivace sAC vede k tvorbé

cyklického adenosin monofosfatu (cAMP) (Obrazek 3). cAMP hraje roli v odcerpani

cholesterolu z plazmatické membrany spermie pomoci akceptoru albuminu, coz vede k
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Obrazek 3. Zakladni molekuldrni podstata kapacitacnich déja in vivo. Pfevzato od Leemans et

al., 2019.

agregaci mikrodomén na apikalni strané hlavicky spermie. Mikrodomény obsahuji proteinové

komplexy vazici se na proteiny zony pellucidy a SNAP receptor (SNARE) proteiny dllezité pfi

akrozomalni reakci (van Gestel et al., 2007; Tsai et al.,, 2012). Dale je pomoci cAMP




aktivovdna proteinkindza A (PKA), ktera ndsledné fosforyluje tyrosiny v proteinech spermii
(Obrazek 3). U prasete byla shledana fosforylace tyrosinu v proteinech biciku spermie jako
hyperaktivator motility, kterd slouzi také jako jeden z markerl kapacitace spermii (Harayama
et al. 2012). Do dnesni doby vsak nebyly nalezeny vSechny spoustéce kapacitace u koni a

jejich objeveni je predmétem soucasnych studii.

Mnoho studii se rozhodlo obejit pfirozenou kapacitaci spermii pouzitim vapnikovych
ionoforu ¢i rlznych chemickych sloucenin. Palmer et al., (1991) a Bézard et al., (1992), ktefi
publikovali prvni narozeni htibat po IVF, poufZili pro kapacitaci spermii vapnikovy ionofor
A23187 (Cal A23187). Jde o iontovy prenasec, ktery reverzibilné vaze ionty vapniku a
katalyzuje tak jejich pienos skrze plazmatickou membranu. Zvygeni hladiny Ca* iont( spusti
uvnitf spermie cAMP/PKA kinazovou kaskadu, kterd fosforyluje proteiny zodpovédné za

kapacitaci (Obrazek 3).

Pouziti Cal A23187 umozni influx Ca** iont(i do spermie, které spusti akrozomalni reakci
a nasledné proniknuti spermie zonou pellucidou do oocytu (Yanagimachi, 1975). Na druhou
stranu vapnikové ionty spermie imobilizuji (Hong et al., 1985). Suarez et al., (1987) uvadéji, ze
imobilizované spermie jsou stile Zivé a po pfidani vysoké koncentrace bovinniho
albuminového séra (BSA) se obnovi jejich motilita, protoze BSA ma vysokou afinitu k Cal
A23187 a vapnikové ionty vychyta. U koriskych spermii byl kalciovy influx zastaven po pfidani
33 mg/ml BSA do média s 0,66 uM Cal A23187 (Sampaio et al., 2021). Dalsi autofi vsak
uvadeéji (Alm et al., 2001; Hinrisch et al., 2002), Ze uspésnost fertilizace po inkubaci spermii s
Cal A23187 je variabilni a UspéSnost oplodnéni je nizkd a nekonstantni (0-36%). Dalsi
alternativou pro spusténi kapacitacnich procesu je pouZiti chemickych sloucenin. Vyzkousen
byl napfiklad heparin, ktery funguje u bovinniho IVF, ale u koni nedosSlo k prvnimu
bunécnému déleni embrya u zddného z experiment(l. K penetraci oocytu a nasledné tvorbé
samciho prvojadra doslo maximalné v 4,6 % (Dell’aquila et al., 1996). Ddle byly vyzkouseny
jako kapacitacni faktory progesteron (Tremoleda et al., 2003), kofein (Mugnier et al., 2009),
prokain (Ambruosi et al., 2013) ¢i 10% oviduktalni tekutina (Lange-Consiglio a Cremonesi,
2011) s podobnym vysledkem jako u heparinu. Jako funkéni se ukazala aZ pre-inkubace
koriskych spermii 22 hodin s PHE roztokem (viz strana 3), kdy po IVF doslo k fertilizaci v 90 %
pripadu (Felix et al., 2022).



2.2 Priprava oocytl pro in vitro fertilizaci

2.2.1 lzolace oocytl

2.2.1.1 |Izolace oocytii z odebranych ovdrii post mortem

IVF u koni je vhodnym nastrojem pro reprodukci klisen post mortem. Odbér ovarii je
nutné provést co nejdfive po uhynu. Je vSak potvrzeno, Ze i 5-ti hodinové zpozdéni vede k
produkci hfibat (Carnevale et al., 2003). U oocytu izolovanych do 6-8 hodin po Uhynu je vétsi
pravdépodobnost nasledné produkce embrya neZ u oocytl izolovanych po déle nez 10
hodinach od uhynu jedince (Ribeiro et al., 2008). Ovaria se transportuji pfi teploté 37°C,
pokud doba transportu do laboratore nepresahne 2 hodiny. Pokud je transportni doba delsi
nez 2 hodiny, je vhodné udriovat ovdria pfi teploté 15-20°C, kdy dojde ke zpomaleni
metabolickych procest. Pokud je prepravni doba pfilis dlouhd, napfiklad transport v USA ¢i
Austrdlii, je vhodnéjsi oocyty vyizolovat na misté Uhynu (pokud toto misto poskytuje pro
izolaci vhodné laboratorni podminky a zdzemi) a vyizolované oocyty poslat v holding médiu
(40 % M199 s Hankovymi solemi s 12,5 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonovou
kyselinou (HEPES), 40 % M199 s Earleovymi solemi a 20 % fetalniho bovinniho séra (FBS) s
pridavkem 25 mg/ml gentamycinu), ve kterém oocyty vydrzi vice nez 12 hodin, aniz by to
mélo vliv na jejich naslednou maturaci ¢i kultivaci embrya do stadia blastocysty po IVF (Choi

et al., 2006).

Pokud jsou ziskana koriskd ovaria, je tfeba pfistoupit k izolaci oocytl z folikuld za
pfisnych laboratornich a hygienickych podminek. Celed kofoviti (Equidae) se lii svou
anatomickou stavbou ovarii i pozici oocytu ve folikulu, od ¢ehoZ se nasledna izolace oocytu
odrazi. Folikuly se vyskytuji na povrchu ovaria a liSi se svou velikosti, kterd se pohybuje od 1
do 50 mm v zavislosti na reprodukéni sezoné. Preovulaéni folikuly vedouci k ovulaci zacinaji
na velikosti zhruba 35 mm a ovuluji v ovula¢ni jamce (ovulaéni fossa), coz je prohluber
specificka pro koriska ovaria, ve které dochazi k uvolnéni zralého oocytu z folikulu do nalevky
vejcovodu (Obrazek 4). Velkym rozdilem oproti jinym savclm (napfiklad ¢lovék) je stavba
ovdria. U koni je na povrchu dren (medulla) a kortex, ve kterém jsou uloZeny veskeré

primordialni folikuly, je uvnitf (Obrazek 4).



Woman I Medulla Mare

|:| Cortex

Mesothelium

Blood vessels

Granulosa cells

Oocyte

Surface germinal
epithelium

Ovulated oocyte

Corona radiata

Ovulation fossa

@Primurdialfollicle @Primary follicle @Developing follicle @Mature (Graafian) follicle @Ruptured follicle @Corpus luteum

Obrazek 4: Rozdil mezi stavbou lidského a koriského ovaria. Pfevzato od Bennamar et al.,

2021.

Folikuly jsou proto obaleny velmi pevnou vazivovou tkani medully. Oocyt je s kumularnimi
burikami ve folikulu propojen pres vodivé spoje (angl. gap junctions) a transzonalni projekce
(Baena & Terasaki, 2019) a dohromady spolu tvofi kumulus-oocyt komplexy (COCs). COCs
jsou pres utvar zgranuldznich bunék, tzv. kréek (angl. hillock), napojené na bazalni
membranu folikulu a granuldzni buriky tvofi jeho vnitfni povrchovou vystelku (Hawley et al.,
1995). Folikul je zvnéjsku obalen vrstvou bunék théky, ve kterych se nachazeji cévy, které
folikul zasobuji Zivinami a pfivadi hormony (Obrazek 5). Oproti bovinnimu folikulu maji
konské folikuly méné vrstev granuldznich bunék mezi oocytem a bazalni membranou, kréek
granuldéznich bunék je mnohem S$irsi a projekce kumularnich bunék do vrstvy bunék théky
ukotvuje pevné COC do stény folikulu (Hawley et al., 1995). Toto histologické usporadani
znemoznuje aspiraci oocytu pouhym nasatim folikuldrni tekutiny injek¢ni stfikackou. Z toho
dlvodu je vyuZivdna metoda nafiznuti kazdého viditelného folikulu pomoci skalpelu a

nasledného seskrabdvani stény folikulu 5-9mm gynekologickou kyretou za soucasného
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vyplachovani folikulu injekéni stfikackou s holding médiem (viz strana 9) (Obrazek 5). Po
zpracovani vsech velkych folikull je jesté vhodné ovarium narezat na cca 5mm platky a
zpracovat i mensi folikuly, které predtim nebyly viditelné. Tento postup izolace oocytl je sice
vytéZnost oocytl je az o0 50 % vyssi a kumulus zlstane témér neposkozen (Dell’Aquila et al.,

2001).

Obrazek 5. A) Folikul konského ovaria pred izolaci oocytu. B) Otevieny folikul pro izolaci
oocytu, stény folikulu musi byt seskrabavany gynekologickou kyretou z divodu pevného
spoje oocytu ke sténé folikulu pomoci kumuldrnich bunék. Foto Mgr. Michal Dvoran,

poskytnuto laboratofi Dr. Susora.

2.2.1.2 Izolace oocytii pomoci ovum pick-up techniky

Ovum pick-up (OPU) je dnes velmi Casto vyuZivanou metodou zisku oocyt(, protoze
oocyty lze aspirovat ze Zivé klisny, oSetfené pouze lehkymi sedativy, napfiklad detomidin
hydrochloridem v kombinaci s epidurdinim anestetikem 2% lidocainem (Lazzari et al., 2020).
OPU lze provadét kazdych 10-14 dni bez hormondlni stimulace, v pfipadé pottfeby i na bfezich
klisnach. Nevyhodou jsou ¢asovd narocnost, pracnost a nizky vytézek. OPU smi provadét
pouze zkuSeny veterinar, jelikoz se jedna o chirurgicky zdsah do Zivého zvifete. Mnoho zemi

také vyzaduje etické prohlaseni o zakroku (doc. JiFi Sichtaf, osobni komunikace, 22. 2. 2024).
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Pfed samotnym OPU je klisna 1-3 dny sledovana transrektalné pomoci ultrazvuku na
pritomnost a velikost folikulG. OPU je provedeno, pokud je shledana pritomnost alespon 8-10
folikull na kazdém ovariu v rozmezi priiméru folikulu 1 az 3,5 cm. | kdyZz se jedna o starsi
klisnu, kterd tuto podminku ¢asto nesplfiuje, je mozné k aspiraci pristoupit s pfedpokladem
nizsi vytéznosti oocytl. Nezralé oocyty jsou aspirovany pomoci dvouhroté jehly s priimérem
12 gauge, ktera je spolecné s ultrazvukovou sondou ukotvena v endovaginalnim drzaku
(tvarem pfipominajici dlouhou pistoli). Po vniknuti jehly do folikulu je jeho sténa
seSkrabdvana za soucasného vyplachu OPU médiem. To se skladd z destilované vody,
heparinu, fosfatem pufrovaného fyziologického roztoku (PBS), BSA, penicilinu a
streptomycinu (podle doc. Jitiho Sichtafe, osobni komunikace, 22. 2. 2024). Poté je vekera
tekutina z folikulu nasata pomoci vakuové pumpy a aspirované oocyty jsou zachytdvany na
specidlnim filtru. Tento proces je 8-10x opakovan u kazdého folikulu. Ziskané oocyty jsou
vloZzeny do holding média (viz strana 9) a transportovany do laboratote pro jejich naslednou

in vitro maturaci (Lazzari et al., 2020).

2.2.2 In vitro maturace oocytt

IVM konskych oocytl je esencidlnim krokem pro efektivni IVP embryi. IVM vede
k vyvoji zralého oocytu zastaveného v metafazi meidzy Il, ktery je pripraven k fertilizaci. IVM
kultivaéni podminky jsou zdsadni pro zisk vétsiho mnozstvi vyvojové kompetentnich Mill

oocyt(.

Izolované oocyty lze rozlisit podle morfologie kumuldrnich a granuléznich bunék na
kompaktni (Cp), expandované (Ex) a denudované (De) (Obrazek 6). Cp oocyty maji pevné
soudrzny obal sloZeny z vice nez 4 vrstev kumuldrnich bunék kolem celého povrchu oocytu.
Pokud jsou kumuldrni buriky pfitomny jen na ¢asti povrchu oocytu, pak se jedna o ¢astecné
kompaktni kumulus. Ex oocyty maji kumulus na pohled znacné rozestoupeny oproti Cp, a De
oocyty kolem sebe Zadny kumulus nemaji (Hinrisch, 1991) (Obrazek 6). Nékteré z izolovanych
oocytll kolem sebe mohou mit pouze obal tvofeny coronou radiatou, coz je nejvnitinéjsi
vrstva bunék kumulu tésné pfilehla k zoné pellucidé. Oproti bovinnimu modelu, kde Cp

pochdzeji z vyvojové kompetentnich folikuld a Ex z folikulG atretickych, u koni maji
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expandované oocyty aZz o 45 % vy$si maturacni Uspésnost oproti oocytim s kompaktnim

kumulem (Hinrichs et al. 2005).

Obrazek 6: Morfologie konskych kumulus-oocyt komplex(. A) Oocyt s kompaktnim (Cp)
kumulem. B) Oocyt s expandovanym (Ex) kumulem. C) Denudovany (De) degenerujici oocyt.

D) Oocyt s kompaktni coronou radiatou. Pfevzato od Goudet et al., 1997.

Ziskané oocyty se rozttidi podle vySe uvedené morfologie (Cp, Ex, De). Obvykle se
nechavaji maturovat pouze Cp a Ex (Obrazek 6), které maji vétsi pravdépodobnost byt
vyvojové kompetentni a nizsi riziko degradace. Selektované oocyty je mozné ihned nasadit do
maturaéniho média a inkubovat poZadovanou dobu. Alternativou je vloZit oocyty do
holdingového média (viz strana 9), ve kterém lze oocyty uchovat pres noc pfi teploté 22°C,
nebo az dva dny pfi teploté 15°C (Felix et al., 2022). Vyhodou holdingového média je
pozastaveni meidzy v profazi bez nadsledného vlivu na meiotickou a vyvojovou kompetenci

oocytu. Navic tento postup umozniuje planovani celého procesu in vitro fertilizace (Felix et al.,

2022).
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Na trhu je dostupnych mnoho komeréné vyrabénych IVM médii. Nejlepsi vysledky ma
maturacni médium sloZzené z TCM-199 s Earle soli, 5 mU/ml bovinniho folitropinu (FSH), 10 %
FBS a 25 pg/ml gentamycinu. Standardni inkubaéni podminky jsou normoxické pti 38,2°C, 5%
CO; po dobu 24-30 hodin pro Ex a 30-36 hodin pro Cp. Pfiblizné 42 % oocytl in vitro
maturovanych v tomto médiu je po oplozeni vyvojové kompetentnich minimalné do stadia

blastocysty (Hinrisch et al., 2005; Choi et al., 2007).

2.2.2.1 Vliv kumuldrnich bunék na in vitro maturaci

Béhem IVM je oocyt odkdzan na metabolickou podporu kumularnich bunék, které ho
obklopuji. Na mySim modelu bylo zjisténo, Zze kumularni bunky, mimo jiné, glykolyticky
syntetizuji pyruvat nejen pro potreby vlastniho energetického metabolismu, ale také pro
oocyt, ktery jej pomoci oxidativni fosforylaci vyuziva pro produkci ATP v mitochondriich
(Harris et al., 2009). Navzdory témto poznatklim neni u koriského oocytu detailné popsana
dynamika energetického metabolismu, preferované substraty pro tvorbu ATP, i presnd

funkce mitochondrii (Lewis et al., 2020).

Kumularni burniky nepodporuji pouze metabolismus cukrld v oocytu, nybrz také
metabolismus purin(, lipidd, aminokyselin, cholesterolu a jinych steroidnich latek. Dale
kumularni bunky produkuji v jisté mife latky jako vitronektin (VN), fibronektin (FN),
komplement C3, alfa-2-makroglobulin (A2M) a antitrombin Ill, které se mohou potencialné
Ucastnit chemotaxe a interakce spermie-oocyt. BEhem IVM vsak dochazi k poklesu exprese
vSsech vySe zminénych proteinl oproti in vivo podminkdm. Pfitomnost téchto proteind
v maturacnich i fertilizanich médiich by v budoucnu mohla vést klepsSim vysledkim

kornského IVF (Walter et al., 2019).

2.3 In vitro fertilizace maturovanych oocyttli kapacitovanymi spermiemi

Pokud jsou zralé oocyty v Ml fazi a spermie byly Uspésné kapacitovany, lze pfistoupit

ke spolecné kultivaci obou gamet ve fertilizatnim médiu za specifickych podminek. Jak
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presny mechanismus, tak i molekuldrné-biologicka podstata oplozeni nejsou u koni detailné
popsany. Predpokldda se, Ze hlavni principy oplozeni jsou stejné, ¢i dosti podobné jako u

jinych savcl (Leemans et al., 2016).

Jak jiz bylo v této praci zminéno dfive, hlavnim dskalim IVF u koni je nedostatecna in
vitro kapacitace. Felix et al. (2022) uvadi kapacita¢ni podminky, za kterych dojde k 90%
fertilizaci (tvorbé pronuklell) s 74% vyvojem blastocyst po IVF. Spermie je nejprve nutné 22
hodin preinkubovat v médiu obsahujicim PHE roztok (viz strana 3), pfi¢emz dochazi k jejich
kapacitaci a jsou tak schopné uskutecnit akrozomalni reakci a oocyt Uspésné oplodnit.
Nejlepsich vysledk( bylo dosazeno po 3-hodinové koinkubaci gamet pfti 38,2°C, 5 % CO; a
hypoxickych podminkach, t.j. 5 % O, a 90 % N, v FERT-TALP médiu, které obsahuje veskeré

dllezité Ziviny pro obé gamety (Felix et al., 2022).

Experimentalni data dlouho poukazovala, Ze akrosomalni reakce je u savcl spusténa
vazbou galaktosyltransferazy (transmembranovy protein hlavicky spermie) na zona pellucida
glykoprotein 3 (ZP3). Jin et al. (2011) vSak na mysim modelu dokazali, Ze k akrozomalni reakci
dochazi uz pred vazbou na zonu pellucidu. Dillezitou roli pfi tom hraje CatSper, coz je
esencialni iontovy kandl specificky pro spermii (Obrazek 7). Propousti Ca®" ionty, je pH a
nizkonapétové dependentni a umoznuje indukci hyperaktivace biciku spermie, chemotaxi
smérem k oocytu, spusténi kapacitacnich déja a naslednou akrosomalni reakci (Lishko et al.,
2011). Vazba progesteronu na CatSper receptory v cytoplasmatické membrané spermie
(Obrazek 7) zpUsobi vyliti akrozomalnich proteolytickych enzym(, napfiklad hyaluronidazy,
akrozinu, trypsinu a rtznych dalSich protedz, které hydrolyzuji expandovany kumulus i zonu
pellucidu. Hydrolyza zony pellucidy pomoci aktivovaného akrozinu je ndsledovana fuzi
plazmatickych membran obou gamet, coZ je zfejmé zajiSténo povrchovym proteinem
spermie PH-30 (Blobel et al., 1990). Dalsi velmi dalezity protein ucastnici se fuze je protein
oolemy Juno, ktery rozeznava protein na membrané spermie IZUMO (Bianchi et al., 2014).
Po fuzi dojde k influxu Na* iontt do oocytu a tim k depolarizaci membranového potencidlu,
ktera trva zhruba minutu, nez dojde opétovné repolarizaci na klidovych -80 mV. Tato
depolarizace a repolarizace jsou jednim z obrannych nastrojl oocytu proti polyspermii,
protoZe spermie nejsou schopny fuzovat, pokud je membranovy potencidl vyssi nez -70 mV.
DalSi obranou proti polyspermii mlze byt funkce oocytdrniho proteinu Ubiquitin C-

terminalni hydroldzy-L1 (UCLH1), ktery je zodpovédny za uvolnéni kortikdlnich granuli,
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obsahujici napfiklad peroxidazy, mukopolysacharidy, protedzy nebo hyalin, coZ zpUsobi
kortikaIni reakci v zoné pellucidé, ¢imz dojde k blokaci dal$ich spermii (Sudor et al., 2010).
Enzymy kortikdlnich granuli zplGsobi také zmény v perivitelinnich proteinech, zpevni vitelinni
obdlku, rozstépi ZP2 a ZP3 glykoproteiny a tim znemoini vazani dalSich spermii.
Glykosaminoglykany navazuji do perivitelinniho prostoru molekuly vody, ¢imZz se prostor
expanduje a vytvofi hyalinni vrstvu (Georgadaki et al., 2016). Poslednim krokem je tvorba
samciho a samiciho pronukleu a jejich nasledna fuze. Samici jadro dokonci meidzu I, vydéli
se druhé pdlové télisko a dojde k formaci samiciho pronukleu. Jadro spermie podstoupi fadu
zmén, jako napfriklad dekondenzaci chromatinu zdménou protamin( za histony nebo tvorbu
nové jaderné obalky, ¢imz se wvytvofi samci pronukleus (Georgadaki et al., 2016). Po
vzajemné migraci samciho a samiciho pronukleu dojde k rozpadu jaderné membrdany a
vytvoreni déliciho vieténka, které predchazi prvnimu mitotickému déleni. Nasledné dochazi
k dalsim bunécénym délenim takto vzniklého embrya (Schneider et al., 2021).
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Obrazek 7. Schéma signalizacnich drah, které vedou k akrosomalni reakci u clovéka.
Progesteron aktivuje nepfimo pres lipidovou hydroldsu iontovy kandl CatSper (Miller et al.,
2016), coz vede ke zvyseni intracelularni koncetrace Ca2+ iontl a ke spusténi signalizacnich

drah vedoucich k akrosomalni reakci. Pfevzato od Aldana et al., 2021.
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2.4 Kultivace oplozeného oocytu do stadia blastocysty

Po koinkubaci gamet ve fertilizacnim médiu se potencialné oplozené oocyty prenesou
do prekultivatniho média, ve kterém jsou inkubovdny 2 hodiny pfi 38,2°C, 5% CO,
v hypoxické atmosfére. Po uplynuti této doby jsou odstranény degradované oocyty. Zbylé,
neporusené oocyty jsou preneseny do kultivaéniho média pro embrya, které se skldada pouze
z DMEM/F-12 s 10 % FBS. Toto médium neni nutné v prabéhu kultivace vyménovat na rozdil
od média pro kultivaci lidskych embryi (taktéZ pouzitelného pro kultivaci koriskych embryi),
kdy je po 5. dnu kultivace potfeba do média pridat 20 mM glukdzy. Délka kultivace se lisi v
zavislosti na planovani embryotransferu. Za 7 dni od fertilizace dochazi k vytvoreni ¢asné
blastocysty a za 10 dni jsou expandované blastocysty (Rader et al., 2016). Pouziti embryi je
podrobnéji prodiskutovano v nasledujici kapitole o kryoprezervaci embryi. Podminky
kultivace je nutné nastavit tak, aby v inkubdatoru bylo hypoxické prostfedi s 5 % 0,. 5 % CO,
zajisti, aby pH kultivacniho média bylo zhruba 7,3. Zbytek atmosféry v inkubatoru, cca 90 %,
je doplnén inertnim plynem, vétSinou N,. Embrya jsou kultivovana pod parafinem v kapkach
vySe zminéného kultivaéniho média o objemu 1 pl na 1 embryo, maximalné vsak 5 embryi

pospolu v jedné kapce s odpovidajicim objemem kultivaéniho média. (Rader et al., 2016).

Po IVF dochdzi béhem in vitro kultivace embrya k mnoha zméndm ve fyziologii a
morfologii embrya. Zajimavym rozdilem u in vitro inkubovanych embryi oproti in vivo
podminkdm je absence glykoproteinu kapsule. Kapsula (Obrazek 8) je viditelnad cca od 6,5.
dne a tvoti se ve chvili, kdy embryo vstupuje do délohy. Je formovana burikami trofoblastu a
ma ochrannou funkci. U embryi vytvorenych in vitro se kapsula tvofi az po umélém prenosu

embrya do délohy prijemkyné (Bousquet et al., 1987).
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Obrazek 8. Koriské embryo ve stadiu rané blastocysty siditeln\'/m ochrannym

glykoproteinem kapsulou. Pfevzato od McCue et al., 2009.

2.5 Kryoprezervace konskych embryi

Pokud je ziskdno IVP embryo, jsou dvé mozZnosti, jak s nim naloZit. Tou prvni je
okamzity prenos do predem hormonalné nasynchronizované pfijemkyné. Management
klisen-pfijemkyn je velmi ¢asové i financné narocny, a proto je ve vétsiné pripadl uchylovano
ke druhé moznosti, kterou je kryoprezervace embrya. Ta umozni uskladnit embryo na témér
neomezenou dobu, embryo lze snadno transportovat napfiklad do mista transferu do

pfijemkyné, pficemz jej Ize rozmrazit pouhych pdr minut pfed samotnym transferem.

Dnes se vyuZivaji dvé metody kryoprezervace embryi: pomalé mrazeni a vitrifikace.
Pomalé mrazeni se odehrava v pfistroji, kde je teplota média postupné snizovana. Embryo je
mrazeno ve specidlnim mrazicim médiu, které obsahuje glycerol. Embryo s médiem je
preneseno do 0,25ml pejety, uzavieno a v prvnim kroku zchlazeno z pokojové teploty na
teplotu -6°C rychlosti 4°C za minutu. V druhém kroku je embryo drzeno 15 minut pfi -6°C a
nasledné zchlazeno na -35°C rychlosti 0,3°C za minutu. Nakonec je pejeta s embryem
prfenesena do tekutého dusiku pro dlouhodobé uskladnéni (Hudson et al., 2006). Pfi
vitrifikaci je embryo s kryoprotektivnim médiem Sokové zamrazeno v tekutém dusiku, aby se
zabranilo tvorbé ledovych krystald, které by mohly embryo nevratné poskodit (Carnevale,

2006).
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Pokud bude embryo kryokonzervovano, jeho primér by nemél presahnout 300 um,
protoZe takové embryo ma nizké mnoiZstvi blastocoelové tekutiny. Krystaly utvorené z
blastocoelové tekutiny mohou pfi kryokonzervaci poskodit okolni buriky a embryo by tak po
rozmrazeni nebylo Zivotaschopné (Campos-Chillon et al., 2009). Pokud je vsak z rGznych
dlvodd nutné kryokonzervovat expandované blastocysty (pramér 300-750 um), lze toto
provést propichnutim zony pellucidy a naslednou biopsii bunék trofoblastu pomoci
mikromanipuldtoru, coz zpUsobi kolaps blastocysty, pti které je obsah blastocoelové dutiny

“vypustén” do prostoru s 46% Uspésnosti preziti embrya po rozmrazeni (Choi et al., 2011).

2.6 Embryotransfer

Cely proces IVF je uzavien prenosem IVP embrya do klisny-pfijemkyné. Diky
kryoprezervaci ranych blastocyst se da pfenos embrya presné napldnovat podle estralniho
cyklu prijemkyné. Prijemkyné musi splfiovat pfisna kritéria, aby doslo k UspésSnému uchyceni
a naslednému vyvoji embrya. Pfed prenosem by méla byt vyhodnocena kvalita estralniho
cyklu (dynamika folikularniho rlstu, primér folikulu pfi ovulaci, indikace ovulace, tvorba
normalniho Zlutého téliska 5 dni po ovulaci, ¢i zndmka edému v déloze). Déle také zavisi na
véku prijemkyné a na podané medikaci v den prenosu. Nejvhodnéjsi prijemkyné jsou 2-12ti

.....

léky (Blanco et al., 2023). Zavérecné vysetieni je vidy provedeno tésné pred prenosem.

Pokud technik zjisti, Ze klisna je zdravotné v poradku, splfiuje veskeré vyse uvedené
podminky a majitel klisny ma pfipraveno vhodné embryo, je mozné provést embryotransfer.
Ten se zpravidla provadi 8-9 dni po ovulaci pfijemkyné, kdy Zluté télisko produkuje velké
mnozstvi progesteronu, ktery je pro uchyceni a nasledny nitrodéloZni vyvoj embrya
esencidlni. Sterilni katetr je transvagindlné zaveden pres délozni kréek do délozniho rohu a
embryo je nasledné preneseno tlakem zplsobenym injekéni stfikackou pfipevnénou na
opacny konec katetru. Pfijemkyné by se méla po transferu vyhnout jakémukoliv stresu, ktery
by mohl pfispét ke vstrebani plodu. Ultrazvukové vysSetfeni brezosti je provedeno zhruba
tyden po prenosu, coz odpovida stafi embrya 11-14 dni po oplozeni. V tuto dobu je jiz

viditelny embryonalni vacek, coz potvrzuje biezost (McCue a Squires, 2015).
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3 Vyhody a nevyhody konvencniho IVF oproti ICSI

V lidské mediciné se obvykle pouzivaji obé metody umélého oplodnéni, konvenéni
IVF i ICSI, a jejich poufZiti je determinovano diagndézou konkrétniho paru. ICSI je oproti
na mikromanipulatoru, kterd vyZaduje expertizu pracovnika. Naklady na koupi a provoz
mikromanipuldtoru jsou rovnéz nemalé a proto je ICSI pouZito jen v nezbytné nutnych
pripadech, kdy nelze aplikovat konvencni IVF. Pro pary, kde muz trpi nedostatkem kvalitnich
progresivné motilnich spermii, kvali ¢emuZ je konvencni IVF vylouceno, je ICSI naopak
posledni zachranou, jelikoZ pro potfeby oplozeni pomoci ICSI postacuje teoreticky jedina Ziva

spermie, kterd je vpichnuta do ooplasmy oocytu a umoznuje tak jinak obtiznou fertilizaci.

U koni je situace naprosto odlisna. ICSI bylo doneddvna jedinou moznosti, jak v
klinickych programech ziskat embryo in vitro. Felix et al. (2022) sice publikovali prvni funkéni
IVF protokol, nicméné k uplnému pochopeni kapacitacnich a fertilizacnich déji je treba
dalsiho vyzkumu. Dalsim dlvodem, proc je ICSI u koni tak rozsifenou technikou, je obrovsky
zdjem o chov koni pro sport a mnozstvi financnich investic, které jsou do toho vkladany.
Koné, na rozdil od ¢lovéka, Ize legalné Slechtit a majitelé mohou ovliviiovat to, jaky geneticky
jedinym zpUsobem, jak ziskat jejich geneticky materiadl do svého stada, je zisk jejich gamet
asistovanou reprodukci. Prodej oocytl klisen neni béznou praxi z didvodu narocnosti jejich
zisku, omezeného mnoizstvi a problematického uchovavani. U hiebcl je situace naprosto
opacna a obchod se semenem probihd celosvétové. Kazdy se snazZi s draze nakoupenym
semenem Settit, a ICSI je pro tyto ptipady naprosto vhodnym nastrojem, jak minimalizovat

spotrebu spermii.

Zavedeni konvencniho IVF do koriské IVP embryi zcela jisté nenahradi metodu ICSI,
pouze nabidne vyrazné levnéjsi alternativu, jak ziskat embryo. Sam klient si bude moci
vybrat, jak bude jeho embryo vyrobeno a cena se bude odvijet od narocnosti prace, nutnosti

vybaveni a predevsim kvalité genetického materialu, na kterém se pracuje.
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Zaver

U hospodarskych zvifat, predevsim u skotu, je IVP embryi pomoci IVF vice nez
Ctyfnasobné vyssi nez klasicka in vivo produkce embryi a jejich nasledny vyplach z délohy. U
koni je rozdil v Severni Americe trojnasobné vétsi, v Evropé je rozdil dokonce 65 krat vétsi ve
prospéch IVP embryi a da se oekavat, Ze podil in vitro a in vivo produkovanych embryi bude
kazdym rokem narUstat (Viana, 2023). Z toho se da vyvodit, Ze chovatelé maji o IVP embryi
velky zdjem a IVF bude nabirat na vyznamu nejen v komercni sféfe. Proto bude dulezité cely

IVF protokol zefektivnit pomoci vyzkumu a popisu zdkladnich procesu, které probihaji in vivo.

Jednim z moznych smérl, kterymi by se mohlo IVF ubirat, je zkoumani moznosti
genetického inZenyrstvi u koni. To by mohlo zahrnovat manipulaci s geny pro zlepseni
specifickych vlastnosti koni, jako je vykon, zdravi ¢i odolnost vi¢i nemocem. DalsSim
potencidlnim smérem je spojeni IVF s modernimi technologiemi jako je CRISPR/Cas9, coZ by
umoznilo presné upravy genl konskych embryi. Tato technologie by mohla byt vyuZita k
eliminaci genetickych vad nebo dokonce k vytvoreni geneticky modifikovanych koni s
pozadovanymi vlastnostmi. JelikoZ je konsky sport, at uz drezura, parkur, pélo ¢i dostihy,
velmi dobfe financovany, tyto techniky se mohou velmi brzy stat realitou a velmi

pravdépodobné se najdou taci lidé, ktefi si tyto sluzby zaplati.

Celkové lze tedy konstatovat, Ze IVF u koni predstavuje dlleZity pokrok v oblasti
reprodukéni biologie a chovu koni. | pres stavajici vyzvy a omezeni je potencidl IVF pro chov
koni nezpochybnitelny. S dalSim vyzkumem a technologickymi inovacemi m{zZe IVF nadale

hrat klicovou roli ve zlepSovani genetické kvality a udrzitelnosti populaci koni po celém svété.
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